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研究成果の概要（和文）：”Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)” は細胞内に侵入することができる歯
周病菌の一種であり、膵臓がんに定着し、患者の予後に影響を与える可能性がある。腫瘍内の”F. nucleatum”
は、腫瘍細胞からのCXCL1の分泌を促進し、膵臓がんの進展を促進させることを示した。次に”F. nucleatum”
によってCXCL1-CXCR2軸が活性化され、免疫抑制性の腫瘍微小環境が形成され、この軸の阻害により腫瘍の成長
が抑制されることをin vivo実験で明らかにした。

研究成果の概要（英文）："Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)" can colonize pancreatic cancer and 
affect the prognosis of pancreatic cancer patients. Intratumor "F. nucleatum" promotes CXCL1 
secretion from cancer cells, contributing to cancer progression in an autocrine and paracrine 
manners. The CXCL1-CXCR2 axis is activated by "F. nucleatum" to create an immunosuppressive tumor 
microenvironment, and blockade of this axis suppresses tumor growth. 

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍内の”Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) ”が腫瘍微小環境を改変し腫瘍成長を促進させることを
多数のin vivo実験で初めて示した。口腔内細菌叢と膵臓がん細菌叢の関連は明らかにされていないが、膵臓腫
瘍内の一部の細菌は十二指腸から発生することが知られており、マウスに経口摂取で投与された細菌が膵臓に移
行し、腫瘍内のKi67陽性細胞を活性化することが示されている。口腔細菌叢は部分的に膵臓内の微生物叢を表し
ていると考えられ、膵臓がん内の細菌が悪性腫瘍に影響を与えることを考慮すると、口腔細菌叢の解析が膵臓が
んの新たな治療法の開発に寄与する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膵癌の癌死亡率は本邦において第4位であり、年次推移でみても増加傾向にある。5年生存率は、
9%(Siegel, Cancer statistics, 2020)といまだ大きな改善は見られない。その原因として膵癌
に特徴的な癌微小環境との癌間質相互作用が挙げられ、我々の研究室では、膵癌の間質の増生が、
癌間質相互作用を通して膵癌の抗癌剤抵抗性に大きな影響を及ぼすことを多数報告してきた
(Ohuchida, Cancer Research, 2004; Ikenaga,Gastroenterolgy, 2010; Kozono, Cancer 
Research,2013; Endo, Gastroenterology, 2017)。一方で近年、Fusobacterium(歯周病の原因と
されるグラム陰性嫌気性桿菌)などの口腔内常在菌が膵癌発症のリスクに関わること(Fan, Gut, 
2018)や、これまで無菌の臓器と考えられてきた膵組織内、膵腫瘍内にも microbiome が存在し、
免疫寛容の誘導を介して膵癌の進展を促進していること(Pushalcar, Cancer Discov, 2018)が
報告されている。特に膵腫瘍内は細菌量が多く、化学療法抵抗性の原因となっていることが明ら
かになった(Geller, Science, 2017)。腫瘍細胞の間質に存在すると考えられていた腫瘍内
microbiome は、腫瘍細胞内で生きて存在し、癌特有の microbiome を形成していることが報告さ
れた(Nejiman,Science,2020)。細胞内へ侵入した microbiome はゼノファジー(選択的オートフ
ァジー)により、捕獲、分解されると認識していたため、細胞内に生きた細菌が存在することは、
事実として受け入れがたい驚くべき報告であった。大腸癌領域では細菌が腫瘍細胞内に侵入し、
腫瘍細胞の遊走能を促進させること(Casasanta, Sci Signaling,2020)が報告されているが、細
胞内 microbiome が与える膵癌進展のメカニズムは解明されていない。今後、このメカニズムが
解明されれば、既存の癌治療のパラダイムを大きく変える可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍細胞内に存在する microbiome が腫瘍細胞の biology に影響を与えている可能
性を考慮し、細胞内共生 microbiome に着目した癌の進展メカニズムの解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
ア. 腫瘍内および細胞内共生 microbiome の存在の確認 

ヒト膵癌組織を用いて細菌の構成成分である lipopolysaccharide の存在を免疫染色により同定
する。また、蛍光標識した細菌が膵癌細胞株に取り込まれることを Time Lapse imaging をもち
いて撮影する。 
イ．膵癌細胞内共生 microbiome の同定 

ステップ１で抽出された DNA を用いて細菌特有の 16S rRNA 領域プライマーによる PCR で増幅さ
せ、NGS によるメタゲノム解析を行い、膵癌細胞内共生 microbiome を同定する。しかし、実際
には膵癌組織内共生 microbiome は同定できたが、細胞内共生 microbiome のみの抽出はできな
かった。そこで、細胞内に侵入することが報告されている特定の細菌に着目して実験を進めるこ
とにした。中でも、無菌の臓器と考えられてきた膵組織内、膵腫瘍内に存在し、膵癌発症のリス
クとなる口腔内細菌の一種 Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) を用いた。 
ウ．In vitro における細胞内共生 microbiome が与える膵癌進展のメカニズム解明 

ヒト膵癌細胞株と F. nucleatum を共培養し、腫瘍細胞の遊走能・浸潤能の解析を行う。癌細胞
とF. nucleatumの共培養の上清のサイトカインアレイを行い腫瘍細胞のbiologyの変化を探る。 
エ．近交系マウスを用いた感染腫瘍細胞による膵癌進展・転移の評価 

膵癌細胞株皮下移植マウスへ歯周病菌 F. nucleatum を腫瘍内投与し、腫瘍径を評価したところ、
他の歯周病菌投与群と比較する。腫瘍をフローサイトメトリーと免疫染色により免疫細胞の変
化を探る。また、サイトカインアレイで得られた特定のサイトカインの変化を確認し、サイトカ
インの薬理学的・遺伝学的な阻害により腫瘍成長に変化が認められるかを確認する。 
 
４．研究成果 
ア. 腫瘍内および細胞内共生 microbiome の存在の確認 

ヒト膵癌組織を用いて細菌の構成成分であるLPSを抗LPS抗体による免
疫組織化学染色検査で評価したところ、膵癌の約 60 例で腫瘍内細菌の
存在を確認した(右図)。正常膵組織には LPS は検出されなかった。蛍光
標識した細菌が膵癌細胞株に取り込まれることを Time-Lapse imaging
でリアルタイム撮影することに成功した。 
イ．膵癌細胞内共生 microbiome の同定 

細胞内に侵入することが報告されている特定の歯周病菌に着目
し、ヒト膵癌組織の DNA 抽出産物を用いて、PCR で増幅させたと
ころ、歯周病菌である Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)
由来の DNA 検出群は非検出群と比較して、治療前の腫瘍サイズ
が大きく、膵後方浸潤の割合が高く、overall survival rate が
短いことが判明した（右図）。 



ウ．In vitro における細胞内共生 microbiome が与える膵癌進展のメカニズム解明 
膵癌細胞株と F. nucleatum を共培養することで、
膵癌細胞株の遊走能と浸潤能はともに増加した。こ
れは、他の歯周病菌 Porphyromonas gingivalis で
は認められなかった。共培養の上清のサイトカイン
アレイを行い、CXCL1 が上昇していることが同定さ
れた（右図）。CXCL1 の受容体 CXCR2 に対する抗体
を投与すると、遊走能・浸潤能は抑制された。 
エ．近交系マウスを用いた感染腫瘍細胞による膵癌進展・転移の評価 

膵癌細胞株皮下移植マウスへ歯周病菌 F. nucleatum を腫瘍内投与し、腫瘍径を評価したところ、
他の歯周病菌投与群と比較して、F. nucleatum 投与群では有意に腫瘍の増大が得られた。サイ
トカインアレイにより同定された
CXCL1 の depletion 実験を行った。抗
CXCL1 抗体の投与、抗 CXCR2 抗体の投
与のいずれにおいても腫瘍の増大が
抑制されることにより確認できた（右
図）。CXCL1 の増加により骨髄由来免疫
抑制細胞(MDSC)が増加し、それにより
腫瘍浸潤性 T細胞の減少がみられることが知られている。F. nucleatum を腫瘍内投与のモデル
においても腫瘍内で MDSC の増加と腫瘍浸潤性 T 細胞の減少がみられることが免疫染色とフロー
サイトメトリーにより確認された。さらに、MDSC の働きを制限するためにその表面マーカーで
ある Ly6G に対する抗 Ly6G 抗体によっても腫瘍の増大が抑制されることを確認した。 
以上の結果より、細胞内で共生しうる F. nucleatum が膵癌微小環境の改変を通して膵癌の進行
を促進していることを明らかにした。 
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